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(3) Conjugue de calcitonine et de polyethylene glycol. 



i La presente invention a pour objet un conjugue de Calcitonine ou un polypeptide analogue 
possedant substantiellement la meme sequence decides amines qu'une Calcitonine naturelle et une 
activity biologique de meme nature, avec un ou plusieurs compose(s) comportant chacun un ou 
plusieurs polymere(s) de polyethylene glycol par lien covalent du ou desdits compose(s) avec 
respectivement un ou au moins un groupe carboxyle fibre de la Calcitonine ou son analogue. 
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La presente invention concerns un conjuguG de Calcitonine ou un de ses analogues avec du polyethylene 
glycol par couplage covalent, et un precede de preparation de ce conjugue. 

Dans la presente demande on entend par "Calcitonine" (CT) Tune que] con que des differentes caJcitonines 
naturelles notamment la calcitonine humaine, de saumon ou d'anguflle. Et "par analogue de la Calcitonine" on 
entend un analogue bfoiogique aetff d'une des calcitonin es naturelles ayant une activite de meme nature et 
possedant une sequence (Tackles amines substantiellement Identique a celle d'une des caJcitonines naturelles. 

La Calcitonine est une hormone peptidique regular* 1'homeostasle caJdque et exercant des effets blolo- 
glques sur I'os, te rein, le systeme gastro Intestinaj et le systeme nerveux central. Elle est utfiisee en therapeu- 
tlque dans plusieurs situations pathoiogiques dont I'osteoporose, rhypercaJcemie, la maJadie de Paget, la pan- 
creatite aigue et ratrophie de Sudeck. Aucune methode ne permettant actuellement ('administration oraie dans 
des conditions satisfaisantes, elle est administree par voie parenterale (injections IM, SC, IV et recemment 
spray nasal). Plusieurs types de caJcitonines (CT) sont utlises, notamment la CT humaine synthetique, la CT 
de saumon synthetique, la CT d'anguflle ou un analogue synthetique et la CT naturelle de pore. 

Certains analogues btologiquement actrfs et ayant une activite de meme nature que celle des caJcitonines 
ont ete decrits possedant substantiellement les memes sequences <facides amines que fes calcitonine* na- 
turelles (voir entre autres cedes des references I a 8). II s'agit en general de polypeptides reproduisant la meme 
sequence qu'une calcltonne naturelle avec eventueflement une ou deux deletion(s) et/ou dont quelques acides 
amines sont modifies par rapport a cette calcitonine naturelle ou de polypeptides composes par ('assemblage 
de portions de differentes caJcitonines naturelles eventuellement modifiees comme indique cl-dessus. 

Les sequences des differentes caJcitonines naturelles ont ete decrhes (references I a 10). 

L'injecb'on de CT heterologue a I'homme (saumon, anguile, pore,...) provoque regulierement ('apparition 
d'anticorps anticalcitonines. Ceux-ci peuvent etre tres prejudiciables dans certaines circonstances. La CT hu- 
maine homologue n'induit habituellement pas la formation d'anticorps. Cependant, I'activite specifique de la 
CT humaine est environ 40 fois inferieure a celle de la CT de saumon. Cette difference d'activite, qui implique 
I'ublisation de doses beaucoup plus elevees de ce coOteux produit pour obtenir le meme effet therapeubque, 
est attribute a plusieurs facteurs et notamment : 

- une plus grande resistance a la degradation enzymatique de la CT de saumon par rapport a la CT hu- 
maine (reference II) 

- une demi-vie plasmatique prolongee pour la CT de saumon par rapport a la CT humaine (reference 12) 

- une meilleure affinlte de la CT de saumon pour le recepteur membranaire specifique par rapport a la CT 
humaine (reference 13). 

Le but de la presente invention est de fournir une forme de calcitonine 

- dont I'immunogenicite et/ou I'antigenicite est reduite de maniere a eviter les effets prejudiciables lies a 
la reponse immunitaire. par exemple une Calcitonine de type saumon a haute activite specifique mais de- 
pourvue d'inconvenients lies a la sensibiiisatton ; 

- et/ou dont Tactivite specifique serait augmentee en raison (a) d'une affinite pour le recepteur conserv6e 
ou accrue et (b) d'une biodisponibilrte amelioree notamment par augmentation de la demi vie plasmatique 
et/ou. de la resistance a la degradation enzymatique. 

Des conjugues de polyethylene glycol et de proteines ont ete decrits dans la litterature (references 13,14) 
Ces conjugues presentent les caracteristiques suivantes : 

- une reduction de I'immunogenicite et I'antigenicite de la proteine 

- une augmentation de la demi-vie plasmatique de la proteine 

- eventuelJement une augmentation de la resistance a fa degradation enzymatique 

- 6ventuellement une conservation des propri6tes biologiques de la proteine, 

Les conjugues decrits component generalement des proteines ou des polypeptides de haut poids mole- 
culaires (£ 10.000) sur les quels sont couples un grand nombre de polymeres de poly6thyiene glycol sur diffe- 
rents sites des proteines (au moins 3 et generalement plus de 10), le plus souvent par reaction avec les groupes 
amines des lysines (ou des arginines) qui sont soit totalement substitutes soit le plus souvent partiellement 
substitutes de maniere aleatoire aboutissant a un produit final heterogene. 

On a observe selon ['invention que le couplage de polyethylene glycol a des polypeptides de petits poids 
moleculaires (^ 10.000) pose des problemes tres differents de celui a des polypeptides macromoleculaires 
D'une part, le couplage d'un polyethylene glycol de P.M. 5000 (par exemple) influence fortement les propri6tes 
biologiques d'un peptide de taille equivalente ou inferieure (par exemple la Calcitonine gui a un poids molecu- 
laire de 3500), et ceci a fortiori si plusieurs polymeres de polyethylene glycol sont couples. En d'autres termes, 
fl s'ensuit une perte de I'activite biologique, par exemple par reduction de I'affinite au recepteur dans le cas* 
d'un peptide ligand. D'autre part, le nombre de polymeres de polyethylene glycol ou la densite de polymeres 
de polyethylene glycol necessaire pour obtenir les caracteristiques attendues ne sont pas non plus connues 
dans la litterature. li n'est done pas possible de prevoir si un, deux, trois polymere de polyethylene glycol ou 
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plus, couples aux polypeptides de petite poids mol ecu la ires permettent de reproduire les qualrtes obtenues 
avec un grand rtombre de poJymeres de polyethylene glycol sur des peptides macromoleculaires. 

Les oouplages sont en general effectues sur les fonctions NH 2 des polypeptides parce que ce coupiage 
peut etre realis6 par une approche directe ne necessitant pas la protection d'autres groupes reactionnels. En 
5 dehors de sa slmplterte, cette technique presente egalement un moindre risque d'entralner une modification 
structure! I e des polypeptides rnacromoieculalres au cours du procede. 

Des methodes de coupiage de polyethylene glycol selectives adaptees a d'autres sites du polypeptide, 
n'ont pas ete developpees avant la presente invention. 

Or on a decouvert selon ('invention, que le site de coupiage a une importance predominate sur I'effet ob- 
10 tenu. 

Dans le pas particulier de la Calcitonine, un conjugue avec du polyethylene glycol est deja decrit dans le 
brevet EP040O472A2. II s'agrt d'un conjugue de polyethylene glycol et de Calcitonine ou deux molecules de 
polyethylene glycol greffees surun "spacer" possedant une fonction carboxyle ou autre susceptible de reagir 
avec une fonction amine, sont ajoutees par coupiage dudit "spacer" sur chacune des fonctions amine reac- 
ts tionnelles de la calcitonine d'anguille via ladite fonction reactive du "spacer". Une augmentation de demi-vie 
plasmatique de ce produit est decrfte mals I'afflnlte pour le recepteur n'est pas presentee. Les tnventeurs ont 
reproduit un coupiage d'un polyethylene glycol sur les memes fonctions amines reactionneiles de la calcitonine 
et confirms ('augmentation de demi vie plasmatique. Cependant, ce produit a perdu sa capacite de liaison au 
recepteur membranalre de ia calcitonine, du molns de maniere significative (< 0,5 % par rapport a la CT intacte, 
20 cf. example 2) et ne presente plus d'activite hypocalcemiante in vivo comparable (cf. example 5), ce qui confir- 
me la perte ou la reduction drastique d'activite. D'une maniere plus generate, ceia demontre aussi ('impossible 
extrapolation des donnees obtenues avec les proteines macromoleculaires de grand e taille a des petite poly- 
peptides specrfiques. 

La presente invention foum'rt un conjugue de Calcitonine etde polyethylene glycol, caract6rise par le cou- 

25 plage du polyethylene glycol sur un groupe carboxyle libra de la Calcitonine. 

Plus precisement, la presente invention a pour objet un conjugue de Calcitonine ou un polypeptide ana- 
logue avec un ou plusieurs compose(s) polymerique(s) comportant chacun un ou plusieurs pdymere(s) de po- 
lyethylene glycol, par lien covalent du ou desdits compose(s) polymerlques avec respecthvement un ou au 
moins un groupe carboxyle de la Calcitonine ou son analogue. 

30 Les calcltonines possedent en effet au molns un groupe carboxyle libre, en general en leur acide amine 
en position 15. II s'agit soit d'un acide aspartique, en particulier dans la calcitonine humaine, de rat, de boeuf 
ou de mouton, soit d'un acide glutamique en particulier dans la calcitonine de saumon ou celle d'anguille et 
leurs analogues. La calcitonine de pore possede un acide amine acide unique en position en position 30 (30- 
Glu). Certaines Calcito nines possedent deux voire trois acides amines acides. Ainsi les calcitonines d'anguille 

35 et de poulet en possedent deux en position 15 et 26 (15-glu et 26- Asp), les calcitonines de bovin et de mouton 
en possedent egalement deux en position 15 et 30 (I5-Asp et 30-glu). 

Le coupiage sur une fonction carboxylique resulte en un coupiage specifique et reproductible du compose 
polymerique dans une ou deux position (s) toujours identique(s) et specrfique(s) du polypeptide. 

Lorsque le coupiage se fait sur fes fonctions NH 2 des acides amines Lys et Arg de la Calcitonine, ceci en- 

40 tralne le coupiage de polymeries de polyethylene glycol en des positions diffe rentes de la calcitonine et surtout 
peut masquer des epitopes biologiquement actlfs, compte tenu de ia localisation et de la fonction des acides 
amines Lys et Arg dans les calcitonines. 

Contra irement aux p rod u its cites plus haut la Calcitonine conjuguee avec du polyethylene glycol en po- 
sition 15 conserve une affinite de liaison avec le recepteur comparable a la CT non modrfiee (exemple 3) et une 

45 activite hypocalcemiante in vivo egalement semblable (exemple 6). Elle presente egalement I'avantage d'une 
demi-vie plasmatique prolonged (exemple 4) ainsi que le masquage seJectif d'un epitope antigenique, le cou- 
piage etant realise dans un site immunologiquement reactif sans interferer avec le site biologiquement actif 
(exemple 5). 

Plus general erne nt la presente invention a done pour objet un conjugue de Calcitonine ou un polypeptide 
50 analogue possedant substantiellement la meme sequence d'acides amines qu'une Calcitonine naturelle.et no- 
tamment au moins un acide amine acide en particulier en position 15, et une activite bioiogique de m6me nature 
qu'une Calcitonine naturelle, avec un ou plusieurs compose(s) polymerique(s) comportant chacun un ou plu- 
sieurs polymere(s) de polyethylene glycol, par Hen covalent du ou desdits compose(s) avec le ou les groupe(s) 
carboxyle(s) de la Calcitonine ou son analogue en des positions qui n'alterent pas nSgau'vement son activite 
ss bioiogique, notamment un groupe carboxyle d'un acide amine en position 15 de la Calcitonine ou son analogue. 

Le coupiage du compose polymerique sur ta ou les fonction(s) carboxyle(s) accessible(s) de la Calcitonine 
ou son analogue n'exclut pas necessa irement son coupiage sur une autre fonction accessible dont le coupiage 
sur cette position n'altere pas negativement 1'activite bioiogique de la CT ou son analogue. 

3 
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Dans un mode de realisation done le compose polymerique est couple surle groupe carboxyle accessible 
en position IS de la Calcitonine ou son analogue sans necessairementexdure le couplage d'un autre compose 
polymenque sur un autre carboxyle ou une autre fonction accessible de la Caldtonine ou son analogue. 

Le compose polymerique a base de polyethylene glycol peut etre couple a cette fonction carboxyle de la. 
Calcitonine ou son analogue, via une fonction chlmique reactive susceptible de se coupler de facon stable a 
une fonction carboxyle libra de la Calcitonine ou son analogue. 

^J?Tf 6 ? n ,!t! B ,f OUPla9e ° 0Valent consbte en un llen PeptUlque amide -CONH- entre ledft groupe car- 
boxyle de la Calcitonine ou son analogue et une fonction NH 2 dudit compose polymerique comportant un ou 
plusieurs polymeres de polyethylene glycol, mais blen entendu tfautres types delleTchlmlque peLnZT 

Ladite^fonction NH ? peut etre greffee directement sur un unique polyethylene glycol de preference a une 
de ses exHmrtfe ou elle peut etre portee par un groupement chimique faisant office de bras de liaison (linker 
ou spacer) entre le ou les polymere(s) de polyethylene glycol et la Calcitonine ou son analogue cTbn«d" 

^ZZtTT™^*^^ radiCal W* 6 ** 0 "* «»**• ou cydique dans lequel un ou plusleurs 
CH, peuvent «re remplaces par O, N ou S, tel qu'un alkyl. un aryl ou un heterocycle. sur lequel est ou sont 
grafts) le ou les notamment 2 a 4 polymeres de polyethylene glycol, en generall une de leura extremity 

Dans « ess ledit compose polymerique est constttue par (edit bras de liaison portent une fonction NH* 
elt de'orS? ^ POly6thy,6ne 9lyC0 ' dont ' a f ° n0tion h ^ ,e * extremtte teZaTe Hbre 

let querS? BW ^ " qU6 de 6 donnerun groupe terminal alcoxy. 

ou o^tL 8 d l portant un ou P |usi «"* Srou P e(s) NHj ont ete decrits dans la literature 

d« ET !L f mani * rB 96nerale P8r d6S procede8 ~"ventionnels bien connus de I'homme 
de I art (voir notamment references 15 a 18). 

i ^ n ii e , 8 If^* 3 * poly * th y | * ne S'V 00 ' appropries sont par exemple ra-amino-o-methylpoly(oxyethyle- 
3 £52" Tr^Sl\ CH ^° U ^^y.^metr.^oxyethy.ene) de foSe : " * 

* ^ . . 2 ^ ° U 18 ^"P 6 amine est directement greffe sur le polyethylene glycol ou un 
derive avec un bras Intermedial™ tel que NH r (CH^NH-CO-0-CH r CH r O(CH 2 cS B CH l rJefcm^ 

Z£Z n T dans 16 D ' une maniere flanerale ' C0 ™ « W mSS STpZSS 

5S£* . T ? ** Cit ° nlne °" " on anal0flUe ' et plus P*W»wnant un polyethylene 

SlSTrutT P3rt U " 9,OUpe NH * terTni " al * u ™ soit directement gre« 

so.t rel* par un bras et rfautre part un groupe OH terminal a I'autre extremite qui est de preference substitue 
avec un groupe alkyl tel que methyl pour donner un groupe alcoxy de preference methoxy 

fefe S" 1 .*? Vne l1!* de J synth6Se de |,a ™™«hylpoly(oxyethylene) mentionn. ci-dessus ; toute- 
fos.d'autres voies de syntheses de ce compose ont ete decrites (notamment reference 15) 

du £££ J^" 8 '"'^^^*^^^^ 

Le conjugue comprend de preference un ou plusleurs polymere(s) de polyethylene glycol ou 
poly(oxyethylene)depoids moleculaireentre500et 20.000.de preference de 4.000 a 10 000 

La presente invention a egalement pourobjet un procede de preparation d'un conjugue selon I'invention 
caracterise en ce que I'on effectue un couplage peptidlque entre la fonction carboxyle defa caldton ne 2 Tun 
de ses analogues et un groupe NH 2 d'un compose comportant un ou plusleurs polymeres de poJC£ «£ 

ntf 1* ih ,e T r * J*" C0UP ' a9e Pr ° Prement dte S ' effeCtue Sur une foncti °" dela CT qui 

P* un J™P* activateurdefonction acideconventionne. ; ceci impiique egalenl 

. teiCe dM fonCt '° nS aminfe d6 13 CT 698lement ^ U " **- PTOteCt - --tionnei. 

Dans un mode de realisation la Calcitonine ou son analogue possede un unique adde amine ackte (as- 
partqueoug.utem.queJenpos.tonlS.llpeutdoncs'agirparexempled'uneMlcitoninedesaumo^ 
ou un analogue avec un acide glutamlque en position 15 de sa sequence d'acides amines, ou une caldtonine 
humame ou un analogue avec un aclde aspartique en position 15 de sa sequence ou acides amine*. La subs! 

qui vom U s t u1 8 Te ara0t6riStiqU8S " aVant89e8 * " ' mVe ^ 0n vparaiM * la ,umi6re 088 temples 
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Example I 

Synthase de ra-amino-<D-m6thylpoly(oxy6thylin«) ou a(2-amlno6thyl)-a>-m6thoxypoly(oxy6thylin«) 

5 (I) Une solution de 200 g de monom6thylpoly(oxy6thy1ene) 5.000 [CH r (OCH 2 CH2) n -OH] dans 1,4 litre de 

toluene est chauffee a reflux et concentree. Apres distillation de ca BOO ml de toluene, le toluene residue! 
est ecarte d'abord sous vide moyen (16 mm Hg) ensuite sous haut vide (0,2 mm Hg ). 
On ajoute au restdu 400 ml de pyridine, 200 mg de dimethyl-amlnopyridine (DMAP) et 450 ml de dlchlo- 
romethane. A la solution, refroidie a 0°C est ajoute sur une perfode de 20 mn 38 g de chloaire de p-tolue- 

10 nesulfonyle dans I60 ml de dichlorome thane. On agite durant 16 heures durant lesquelles la temperature 
remonte a I2°C. 

On refroidit ensuite le melange a 0°C f on y ajoute 30 g de glace et apres avoir agite durant 30 minutes on 
deverse le melange sur une solution de 550 ml de HCi (2 Mol) et I kg de glace. On extrait avec 200 ml de 
dichloromethane (3x). La phase organique est ensuite lavee success ivement avec 250 ml de 3 M HCI, avec 
15 une solution de NaCI sature et de NaH C0 3 . Apres sechage sur du MgS0 4 , on filtre et concentre jusqu'a 
400-500 ml. La solution vlsqueuse est ajoutee goutte a goutte a 1, 5 litre de hexane sous forte agitation (me- 
canlque de preference). On agite ensuite encore durant 2 heures pour cristall iser le tout Le solide est filtre, 
lav6 a I'hexane et seche sous vide (0,2 mm Hg). 

(2) Un melange de I00 g de tosylate obtenu prec6demment dans 500 ml de solution d'hydroxyde d'amm- 
20 nonium (25 % NH3 en H2O) est chaufre dans un autoclave a I20°C durant 2 heures. Apres refroidissement 
Pexces d'ammoniac est distill6 sur un bain a I20-I30°C jusqu'a ce que la temperature de la vapeur atteigne 
90°C. Apres refroidissement on ajoute 30 ml de NaOH 2 M. On extrait au dichloromethane et seche sur 
MgS0 4 . Apres filtration et concentration le residu est repris dans 500 ml de toluene. Cette solution est 
chauffee a 40°C, on y ajoute ensuite I50 ml d'isooctane. On refroidit a 5°C. Le pretipit6 est filtre et lave 
25 successivement au (I) toluene-isooctane (i;l) et (2) a I'isooctane. On seche ensuite sous vide (0,2 mm Hg). 
On obtient ainsi 97 g de polymere amine\ 

Example 2 

30 Synthese d'un conjugu* PEG NH2 - CALCITONINE DE SAUMON 

PEGNH 2 represents I'amino methyl poly(oxyethylene) de I'exemple I 

- Une solution de 30 umoles de fmoc-CTS (le groups fmoc protegeant les fonctions NH 2 de la CTS) dans 
3 ml de DMF (dimethytformamide) est activee avec 300 pinoles de DCCI (dicyclohexylcarbodiimide) et avec 

35 300 umoles de NHSI (N-hydroxysuccinimide), pendant I heure, a temperature ambiante. 

- On y ajoute ensuite 90 umoles de mGthyt poly(oxyethylene) amine d'un poids mol ecu I aire moyen de 5000, 
pendant 1 8 heures, a temperature ambiante. 

- Apres cette elape, 300 ui de dtethylamine y sontajoutes, pendant I heure a temp6rature ambiante. 

- Ensuite, on y ajoute 2 ml d'acide acetlque 2 M. f avant d'evaporer le tout sous vide. 

40 - Le d6riv6 PEG NH2-CTS (PEG^NHCO-CTS) est alors isole par HPLC, sur phase Inverse CI8. 

- II est a noter que la m6thode d^crite precedemment est applicable pour toute calciconlne ou analogue 
ayant un groupe carboxyiique libre en position 15. 

Ainsi, un conjugue PEG NH2-Calcitonine humaine est 6galement obtenu, par la methode de cou plage a I'acide 
aspartique en position 15 (en lieu et place de I'acide glutamique en position 15 dans la calcitonine de saumon). 

45 

Exemplc 3 

Reconnaissance du conjugu6 PEG NH2-CTS par les recepteurs membranaires 

so In vitro, le conjugue PEG NH2-CTS est toujours bien reconnu par les recepteurs membranaires isol6s a partir 
de reins de rats selon la methode decrlte dans : "Methods in Enzymology, vol. 109, 1985". . ... 
Cette reconnaissance n'est plus valable avec un autre conjugu6 de polyethylene glycol (PEG-COOH) et de 
CTS, ou les PEG sont couples sur les fonctions aminees libres de la calcitonine, selon une technique class i- 
quement decrite pour le couplage PEG aux prolines. Le d6riv6 PEG-COOH utilise 6tait le m6thoxypoly6thy- 

55 lene glycol-succinimidyl succinate (sigma M3I52). 

Ceci demontre bien ('importance de maintenir les fonctions amines libres des 2 lysines (ou arginine en cas de 
substitution de la lysine parde Carginine) de la calcitonine de saumon pour ('integrity de son activity biologique. 

5 
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10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



CIS 

PEG NH2-CTS 
PEG COOH-CT5 



% de reconnaissance par 
recepteurs membranaires 
100 % 
85 % 

<: 0,5 % 



45 



55 



^™ w ! 6 ^^^^"^^nce par las recepteurs figurant dans ce tableau sont extrapolees 
comma suit, sur la courbe tfmhibition donnee en annexe I • 

• une dUutton de 1/200 000 du conjugue PEG-NH2-CTS devrait donner une valeur theorique de 3.5 ng/ml • 
la valeur experimental est de 3 ng/ml = = 85 %. H w ' 

* une dMfan de 17500 du conjugue PEG-COOH-CTS devrait donner une valeur theorique de 4 ug/ml • la 
vaJeur experimentale est de 6.5 ng/ml (< 0,5 %). w ' 

Example 4 

Demi-vie plasmatique du conjugu* PEG NH2-CTS 

SS^SZZT "™ 61 16 "** P ^ NH2 - CTS MOW ont m adminisWs en injec*>n 

ZZmi PPr^"™ , S ° n i e r 1 ^ Prt,6V * a rt 9 ul,6reme '"- de determiner la demote plasmatique du 
conjugue PEG-NH2-CTS. les echantWons seriques sont doses a I'alde d'un RIA ayant une senslbfllte de 100 



Demi-vie plasmatique 


CTS 


52 min. 


PEG NH2-CTS 


130 min. 



II est j . noter que lors d'une injection intramusculaire la demi-vie plasmatique du conjugue PEC NH^CTS 

ZSESSZtl" pro,on96e par rapport * ,a Ca,cftonine - ^ «™ 

Exemple 5 

SdSL*™ ln """° or4M ' ^ I. "opto* d^o. moltal. d. PEG .» p<»Mo,, B „. ,. 

^^•■ te PE ® JJ " 2 - C ™ l*» ~"~ «V* 0.4 % par rapport . ,a calcta*, tari*,. 
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CThumaine 


PEG NH2-CThumaine 


5 


Concentration 


theorique : 


740ug/ml 


740ug/ml 




Concentration 


dosee par 






10 


I'IRMA : 




730ug/ml 


3ug/ml 



15 Example 6 

ActMte hypocalc6mlque du conjugue PEG-NH2-CTS 

Selon le protocole decrlt dans la pharmacopee europeenne, des rats (OFA) ont et6 Injectes en I. v. solt avec 
20 de la CTS, soit avec le conjugue PEG NH2-CTS synthase selon la methode decrite a. I'exemple 2, soit avec 

le conjugue PEG-COOH-CTS dejd utilise dans I'exemple 3 (correspondant au couplage sur les amines). 

Une hypocalcemie significative apparatt I heure apres que les rats aient recu une dose de couplage PEG-NH2- 

CTS identique a. la dose contrdle de CTS (3 pM/rat, equivalent & 40 mill pour la CTS). 

Parcontre, avec une mfime dose du conjugue PEG-COOH-CTS, aucune hypocalcemie n'est provoquee I heure 
25 apres I' injection. 



30 


Produit injecte 
en i.v. : 


40 mUI de CTS 


40 mUI de Peg- 
NH2-CT5 


40 mUI de Peg 
COOH -CTS 




% de chute de Ja 








35 


calcemie 1 heure 


28 % 


24 % 


4 % 




apres 1'injection 






(non significatif 










si<^10 % ) 
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Revindications 



1. Conjugue de Calcitonine ou un polypeptide analogue avec un. ou plusieurs compose(s) polymerique(s) 
comportant chacun un ou plusieurs polymere(s) de polyethylene glycol par lien covalent du ou desdits 
compose(s) avec respectivement un ou au moins un groupe carboxyle de la Calcitonine ou son analogue. 

2. Conjugue salon la revendication 2, caracterise en ce que un dit compose poiymerique est lie avec le grou- 
pe carboxyle d'un acide amine acide en position 15 de la Calcitonine ou son analogue. 

3. Conjugue de Calcitonine selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que ledit compose comporte une 
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fonction amine libra et en ce que le lien covalent consists en un lien amide -CONH- entre un dit groupe 
carboxyle de la Calcitonins ou son analogue et la fonction amine dudit composed 

4. Conjugue selon la revendication 3, caracterise en ce que la fonction amine dudit compose est greffee di- 
5 rectement sur un polymers de polyethylene glycol, notamment a une de ses extremities. 

5. Conjugue selon la revendication 3, caracterise en ce que la fonction dudit compost est portee par un grou- 
pe chlmlque consistant en un radical hydrocarbons llnealre ou cyclique dans lequel un CH 2 peut etre renv 
place par un heteroatome S, N ou O, tel qu'un alkyl, un aryl, ou un heterocyde, sur lequel est ou sont 

w greffe(s) un ou plusleurs polymere(s) de polyethylene glycol. 

6. Conjugue selon la revendication 5, caracterise en ce que ledit compose est un polyethylene glycol homo- 
polymere possedant d'une part un groupe NH 2 terminal a une extremis, solt directement greffe\ soft relle 
par un bras, et d'autre part un groupe OH terminal a I'autre extremlte qui est de preference substitue avec 
un groupe alkyi de preference methyl. 

15 

7. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que ledit compose polymerique est I'a- 
amino-o-methylpoly(oxyethyiene). 

8. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que ledit compose comprend un ou plu- 
20 sieurs poly(oxy ethylene) de poids moleculaire de 500 a 20 000. 

9. Conjugue selon la revendication 8, caracterise en ce que le poJy(oxyethylene) a un poids moleculaire de 
4000 a 10 000. 

25 10. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 7, caracterise en ce que la Calcrtonine est une caldtonine 
humaine de saumon ou d'anguUle ou un analogue avec un acide aspartique ou glutamique en position 15. 

Procede de preparation d'un conjugue selon I'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que I'on 
effectue un couplage peptkJique entre la fonction carboxyle de la Calcitonins ou d'un des ses analogues, 
et un groupe IMH 2 d'un compose comportant un ou plusleurs polymere(s) de polyethylene glycol, par un 
Hen amide. 



11. 
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t Reconnaissance du conjugue PEG NH2-CTS par les 
recepteurs membranaires 
+ Exemple 4 
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± Exemple 5 

± Masquage d'un epitope immunoreactif par le couplage d'une 
molecule de PEG en position 15 de la Calcitonine 
+ Exemple 6 
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f Claims: Claims for the following Contracting States : AT, BE, 
[Hide claims]: CH, LI, DE, DK, FR, GB, GR, IT, LU, MC, NL, PT, SE 

1. Conjugate of calcitonin or an analogous polypeptide with one 
or more polymetric compound(s) each comprising one or more 
polyethylene glycol polymer(s) by covalent bonding of the said 
compound(s) with respectively one or at least one carboxyl group of 
the calcitonin or its analogue. 

2. Conjugate according to C laim 1. characterized in that a said 
polymeric compound is bonded with the carboxyl group of an acidic 
amino acid in the 15-position of the calcitonin or its analogue. 

3. Calcitonin conjugate according to Claim 1 or 2, characterized 
in that the said compound comprises a free amine functional group 
and in that the covalent bond consists of an amide bond -CONH- 
between a said carboxyl group of the calcitonin or its analogue and 
the amine functional group of the said compound. 

4. Conjugate according to Claim 3, characterized in that the 
amine functional group of the said compound is grafted directly onto 
a polyethylene glycol polymer, in particular at one of its ends. 

5. Conjugate according to Ciaim 3, characterized in that the 
functional group of the said compound is carried by a chemical 
group consisting of a linear or cyclic hydrocarbon radical in which a 
CH 2 can be replaced by an S, N or O heteroatom, such as an alkyl, 

an aryl or a heterocycle, on which is or are grafted one or more 
polyethylene glycol polymer(s). 

6. Conjugate according to Claim s, characterized in that the said 
compound is a polyethylene glycol homopolymer possessing, on 
the one hand, a terminal NH 2 group at one end, either directly 

grafted or connected via an arm, and, on the other hand, a terminal 
OH group at the other end which is preferably substituted with an 
alkyl group, preferably a methyl group. 

7. Conjugate according to one of Claims 1 to 6, characterized in 
that the said polymeric compound is a-amino-ca-methylpoly 
(oxyethylene). 

8. Conjugate according to one of Claims 1 to 7, characterized in 
that the said compound comprises one or more poly(oxyethylene) 
(s) with a molecular weight of 500 to 20,000. 

9. Conjugate according to Claim. 8, characterized in that the poly 
(oxyethylene) has a molecular weight of 4000 to 10,000. 

10. Conjugate according to one of Claims 1 to 7, characterized in 
that the calcitonin is a human, salmon or eel calcitonin or an 
analogue with an aspartic or glutamic acid in the 15-position. 

1 1 . Process for the preparation of a conjugate according to one 
of Claims 1 to 9, characterized in that a peptide coupling is carried 
out, via an amide bond, between the carboxyl functional group of 
the calcitonin or of one of its analogues and an NH 2 group of a 
compound comprising one or more polyethylene glycol polymer(s). 
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Claims for the following Contracting State : ES 



1. Process for the preparation of a conjugate of calcitonin or of an 
analogous polypeptide with one or more polymeric compound(s) 
each comprising one or more polyethylene glycol polymer(s), 
according to which a covalent bond is produced between the" said 
compound(s) and respectively one or at least one carboxyl group of 
the calcitonin or its analogue. 

2. Process according to Claim 1 . characterized in that a said 
polymeric compound is bonded with the carboxyl group of an acidic 
amino acid in the 15-position of the calcitonin or its analogue. 

3. Process according to Claim 1 or 2, characterized in that the 
said compound comprises a free amine functional group and in that 
the covalent bond consists of an amide bond -CONH- between a 
said carboxyl group of the calcitonin or its analogue and the amine 
functional group of the said compound. 

4. Process according to Claim 3 t characterized in that the amine 
functional group of the said compound is grafted directly onto a 
polyethylene glycol polymer, in particular at one of its ends. 

5. Process according to Claim 3 , characterized in that the 
functional group of the said compound is carried by a chemical 
group consisting of a linear or cyclic hydrocarbon radical in which a 
CH 2 can be replaced by an S, N or O heteroatom, such as an alkyl, 
an aryl or a heterocycle, on which is or are grafted one or more 
polyethylene glycol polymer(s). 

6. Process according to Claim 5, characterized in that the said 
compound is a polyethylene glycol homopolymer possessing, on 
the one hand, a terminal NH 2 group at one end, either directly 
grafted or connected via an arm, and, on the other hand, a terminal 
OH group at the other end which is preferably substituted with an 
alkyl group, preferably a methyl group. 

7. Process according to one of Claims 1 to 6, characterized in 
that the said polymeric compound is a-amino-u>-methylpoly 
(oxyethylene). 

8. Process according to one of Claims 1 to 7, characterized in 
that the said compound comprises one or more poly(oxyethylene) 
(s) with a molecular weight of 500 to 20,000. 

9 : Process according to Claim 8, characterized in that the poly 
(oxyethylene) has a molecular weight of 4000 to 10,000. 

10. Process according to one of Claims 1 to 9, characterized in 
that the calcitonin is a human, salmon or eel calcitonin or an 
analogue with an aspartic or glutamic acid in the 15-position. 

11. Process according to one of Claims 1 to 10, characterized in 
that a peptide coupling is carried out, via an amide bond, between 
the carboxyl functional group of the calcitonin or of one of its 
analogues and an NH 2 group of a compound comprising one or 
more polyethylene glycol polymer(s). 
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